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論文内容要旨
 【研究目的】
 体外受精の培養系においては,卵管内の受精とその後の初期胚発生とは異なり,種々の要因が
 影響を与えることが推測されている。その中の一つとして,高酸素濃度環境下培養系におけるフ
 リーラジカルの発生が重要視されっっあり,低酸素濃度下の培養や種々のスカベンジャー添加を
 用いた培養系が動物実験により検討されてきた。スカベンジャーとしては種々の物質が報告され
 ており,その中でビリルビンは強力なスカベンジャーであることが知られている。体外受精培養
 系では,患者血清あるいは腰帯血血清を用いており,ビリルビンがスカベンジャーとして何らか
 の影響を与えている可能性があるが,未だ詳細には検討されてはいない。今回,ビリルビンのス
 カベンジャーとしての役割を解明するために,マウス体外受精系を用い検討した。
匿実験方法聾
 実験方法は,6～8週のICR系雌マウスにPMSGおよびHCGを投与し,過排卵によって得
 られた卵子を同系の雄マウス精子により体外受精した。培養系にマウス血清を調整して得られた
 0.3～0.4mg/dlのビリルビンを添加し,初期胚発生を培養開始24,48,72時間後に実体顕微鏡下
 に観察した。用いた培養液はWhittinhamで,培養環境は37℃・5%CO2inairとした。実験
 に用いた卵子数は,258個である。
匿結果遇
 体外受精培養系において,受精後の初期胚は通常酸素濃度ではすべて2-cellblockを呈し,そ
 の後の初期胚発育は停止した。一方,培養液にビリルビンを添加することにより,2-cellblock
 へは191個(74%),2-ce11から4-ce11へは35個(18%)各々移行し,ビリルビン添加培養によ
 り2-cellblockが解除されることが明らかになった。
 ζ考案】
 通常の酸素濃度の環境下においても,血清中とほぼ同レベルのビリルビンを培養系に添加する
 ことにより2-cellblock解除が認められ,ビリルビンはフリーラジカルに対するスカベンジャー
 としての作用を有することが推測された。今回の結果により,適切な濃度のビリルビンを培養系
 に添加することは,より質の高い初期胚の発育を得る方法の一つと考えられ,今後ヒト体外受精
 培養系へ応用できる可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 体外受精胚移植法は,不妊症治療上に欠かせない方法の一つであり,今日広く臨床応用されて
 いる。しかし,配偶子や初期胚の培養環境は生体内と異なる環境であり,体外受精胚移植法の治
 療成績の向上のためには,基礎的な研究は未だに重要である。近年では,invitroにおける初期
 胚発生をinvivoに近づけるために種々の研究が報告され,その中でも培養環境中の初期胚発生
 促進因子の添加や抑制因子の除去が注目されている。この培養環境の検討は,本法の治療成績の
 向上のために極めて意義のある研究と考えられる。
 本研究においては,初期胚発生の抑制因子として考えられているフリーラジカルに着目し,こ
 のフリーラジカルを消去する培養環境の作成と初期胚発育を評価している。すなわち,通常の培
 養系では,生体内と比較して高酸素濃度環境下にあり,その結果としてフリーラジカルがより発
 生する。この減少が初期胚発生にたいして抑制的な影響を与えることが重要視され,フリーラジ
 カルを消去するための物質(スカベンジャー)を用いた培養系が研究されている。スカベンジャー
 としては種々の物質が考えられており,その中でビリルビンはフリーラジカルに対する強力なス
 カベンジャーであることが報告されている。
 本研究では,初期胚発生におけるビリルビンの役割を解明するために,マウス体外受精系を用
 い検討がなされている。すなわち,無血清,血清添加,マウス血清を調整して得られたビリルビ
 ン添加(0.2～0.8mg/dl)培養液を用い,初期胚を通常酸素濃度下において培養し,初期胚を時
 間経過とともに実体顕微鏡下に観察している。本研究から得られた結果では,通常酸素濃度・
 無血清環境下における初期胚はすべて2-cellblockを呈し,その後の発育は停止した。通常酸素
 濃度・血清添加培養系では,2-ce11への初期胚発育が74%に認められ,この培養液に0.2～0.8
 mg/dlのビリルビンを添加したところ,各濃度において有意に高い2-cell移行率が得られた。さ
 らに,2-cellから4-ce11への移行率の検討でも,血清添加のみでは4-ce11への移行が認められな
 かったのに対して,0.2～0.8mg/d1ビリルビン添加群では30-80%が4-ce11へ移行し,両者の間
 に有意な差が認められた。通常の酸素濃度の環境下においても,血清中とほぼ同レベルのビリル
 ビンを培養系に添加することにより2-cellblock解除が認められ,その後の初期胚発生を促進す
 ることが明らかになった。
 今回の結果により,ビリルビンはフリーラジカルに対するスカベンジャーとしての作用を有し,
 通常酸素濃度培養下の初期胚発生に対し好都合な環境をもたらすことが示唆された。ビリルビン
 のスカベンジャーとしての作用は,未熟網膜症発症の抑制に関して報告されているが,初期胚培
 養時における影響に関しては本研究が初めてである。より質の高い初期胚の発育を得る方法の一
 つとして,適切な濃度のビリルビンが重要であることを示唆した本研究は,今後のヒト体外受精
 初期胚培養系への応用が期待されるとともに,学位論文に値するものと判断される。
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